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超高效液相色谱-串联三重四级杆质谱法快速测定
尿液中4种除草剂
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摘要：目的 建立超高效液相色谱-串联三重四级杆质谱法同时快速测定尿液中二氯喹啉酸、乙草胺、丁草胺和异丙甲

草胺。方法 人工尿液稀释 10 倍后配制混合标准溶液，在色谱柱 ACQUITY UPLC BEH C18 （100 mm×2.1 mm，

1.7 μm）上以0.1%甲酸和乙腈为流动相进行梯度洗脱，采用电喷雾正离子源、多反应监测模式检测二氯喹啉酸、乙草

胺、丁草胺和异丙甲草胺含量。结果 4种除草剂在色谱柱ACQUITY UPLC BEH C18 （100 mm×2.1 mm，1.7 μm）上

可有效分离。二氯喹啉酸、乙草胺和丁草胺在1～25 µg/L范围内，异丙甲草胺在0.2～25 µg/L范围内线性关系良好，相

关系数均＞0.999。二氯喹啉酸、乙草胺、丁草胺和异丙甲草胺的检出限分别为 0.10、0.10和 0.20和 0.01 µg/L。在

5 µg/L加标水平下尿液中二氯喹啉酸、乙草胺和丁草胺的回收率分别为107.42%、93.94%和90.27%，相对标准偏差分

别为4.82%、3.84%和6.76%；在0.5 µg/L加标水平下，异丙甲草胺的回收率为89.51%，相对标准偏差为8.98%。结论

本方法优化了色谱和质谱条件，可实现尿液中二氯喹啉酸、乙草胺、异丙甲草胺和丁草胺的同时快速测定。
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Rapid determination of four herbicides in urine with ultra-high performance
liquid chromatography-triple quadrupole tandem mass spectrometry
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Abstract: Objective To establish a ultra-high performance liquid chromatography-tandem triple quadrupole mass spec⁃
trometry method for rapid simultaneous determination of quinclorac, acetochlor, butachlor and metolachlor in urine. Meth⁃
ods Urine samples were diluted 10 times, prepared into the mixed standard solution, and subjected to gradient elution
on the ACQUITY UPLC BEH C18 column (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) with 0.1% formic acid and acetonitrile as the mo⁃
bile phase. The quinclorac, acetochlor, metolachlor and butachlor levels were determined using electrospray ionization-
positive ultra-high performance liquid chromatography-tandem triple quadrupole mass spectrometry with the multiple reac⁃
tion monitoring mode. Results Four herbicides were effectively separated on the ACQUITY UPLC BEH C18 column
(100 mm× 2.1 mm, 1.7 μm), and good linear relationships were observed for quinclorac, acetochlor and butachlor at 1
to 25 μg/L and for metolachlor at 0.2 to 25 μg/L, with all linear correlation coefficients of >0.999. The detection limts
of quinclorac, acetochlor, butachlor and metolachlor were 0.10, 0.10, 0.20 and 0.01 μg /L, respectively. The recovery
rates of quinclorac, acetochlor and butachlor were 107.42%, 93.94% and 90.27% from urine samples at a spiked level
of 5 µg /L, with relative standard deviations of 4.82%, 3.84% and 6.76%, and the recovery rate of metolachlor was
89.51% at a spiked level of 0.5 µg/L, with a relative standard deviation of 8.98%. Conclusion The chromatography
and mass spectrometry conditions are optimized in this ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spec⁃
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trometry, which is effective for rapid simultaneous determination of quinclorac, acetochlor, metolachlor and butachlor in
urine samples.
Keywords: herbicide; urine; ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry

二氯喹啉酸、乙草胺、丁草胺和异丙甲草胺是现

阶段市场上销售的 4 种主要除草剂。二氯喹啉酸是

一种喹啉羧酸类除草剂，目前主要的检测方法为气相

色谱法［1］和高效液相色谱法［2-3］。为了克服二氯喹啉

酸的热不稳定性，气相色谱法需衍生化，操作繁琐，

耗时较长；而高效液相色谱法的灵敏度较低，应用前

景不佳。乙草胺、丁草胺和异丙甲草胺均为酰胺类除

草剂，检测技术主要有气相色谱法［4］、高效液相色

谱法［5-6］、光谱法［7］和色谱质谱联用法［8-9］。3 种除

草剂极性强，挥发性弱，气相色谱法和光谱法检测的

灵敏度较低，理论上适用高效液相色谱法，但其多组

分同时检测能力不足；色谱质谱联用法可同时实现多

组分分离，具有更强的定性和定量能力。本研究建立

一种同时检测尿液中二氯喹啉酸、乙草胺、丁草胺和

异丙甲草胺的超高效液相色谱-串联三重四级杆质谱

（ultra performance liquid chromatography-tandem triple
quadrupole mass spectrometry，UPLC-QqQ-MS /MS）
快速检测方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 Xevo TQ-S 超高效液相色谱-串联

三重四级杆质谱仪（美国 Waters 公司）；3-30K 低温

高速离心机（美国 Sigma-Aldrich 公司）；D11911 超

纯水器（美国 Thermo Fisher 公司）。二氯喹啉酸、乙

草胺、异丙甲草胺、丁草胺（100 µg/mL，北京坛墨

科技股份有限公司）；人工尿液（东莞市创峰自动化

科技有限公司）；乙腈、甲醇（HPLC 级，德国 Merck
公司）；甲酸（LC-MS 级，西班牙 Scharlau 公司）；

氨水（优级纯，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 标准溶液的配制 标准储备液的配制：用甲醇

稀释二氯喹啉酸、乙草胺、异丙甲草胺和丁草胺，配

制成 1 000 µg/L 的标准储备液，4 ℃保存。混合标准

储备液的配制：用甲醇稀释定容乙草胺和异丙甲草胺

标准储备液，配制成 100 µg/L 乙草胺、10 µg/L 异丙

甲草胺的混合标准储备液。

1.2.2 质谱和色谱条件的优化 通过单因素优化法比

较 5 µg/L 二氯喹啉酸、5 µg/L 乙草胺、20 µg/L 丁草

胺和 0.5 µg/L 异丙甲草胺混合标准溶液的响应值，

优化色谱、质谱条件。分别使用 ACQUITY UPLC

BEH C18 （100 mm × 2.1 mm， 1.7 μm） 和 HSS T3
（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）色谱柱分离 4 种除草剂

混合标准溶液，比较分离效果以选择适合的色谱柱。

以乙腈为有机相，比较氨水、甲酸溶液为水相时 4
种除草剂的色谱分离情况，并优化浓度。采用三重四

极杆质谱检测器，在电喷雾正离子源 （electrospray
ionization，ESI+）模式下，将毛细管电压分别设定为

0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4 V，考察 4 种除草

剂的响应值，优化毛细管电压。

优化后，色谱柱选用 ACQUITY UPLC BEH C18 柱

（100 mm×2.1 mm，1.7 μm），柱温 35 ℃。流动相 A
为 0.1% 甲酸水溶液，流动相 B 为乙腈。梯度洗脱条

件：0～2.0 min，95% A；2.0～3.1 min，95%~5% A；

3.1～3.2 min，5%~40% A；3.2～3.6 min，40%~95%
A；3.6～5.0 min，95% A。流速 0.3 mL/min；进样体

积 10 µL；样品室温度 4 ℃。质谱条件：多反应监测

（multiple reaction monitoring，MRM）模式，ESI+；离

子源温度 150 ℃；毛细管电压 3.0 kV；脱溶剂温度

600 ℃；脱溶剂气流量 950 L/h。

表 1 4 种除草剂的 MRM 质谱条件

Table 1 Mass spectrometry conditions for determination of four
herbicides with the multiple reaction monitoring mode

除草剂

二氯喹啉酸

乙草胺

异丙甲草胺

丁草胺

母离子

（m/z）
241.9
241.9
270.2
270.2
284.0
284.0
312.0
312.0

子离子

（m/z）
223.9
160.9 a

224.0
133.1 a

252.1 a

176.1
238.1 a

162.2

锥孔电

压/V
16
16
14
14
15
15
15
15

碰撞能

量/eV
15
35
9

31
14
25
10
20

注：a为定量离子对。

1.2.3 尿液前处理 吸取 1 mL 人工尿液，用水稀释

10 倍，旋涡混匀 1 min，41 400×g，4 ℃离心 3 min，吸

取上清液于冻存管中，0.22 μm 微孔滤膜过滤后待用。

1.2.4 方法的灵敏度、回收率和精密度检验 采用人

工尿液逐级稀释标准储备液和混合标准储备液，配制

5 种梯度浓度的除草剂尿液混合标准溶液，二氯喹啉
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酸、乙草胺、丁草胺浓度分别为 1、5、10、15、20、
25 µg/L，异丙甲草胺浓度分别为 0.2、0.5、1、2、5、
10、25 µg/L。按优化后的色谱、质谱条件检测，以

除草剂浓度为横坐标，定量离子对的峰面积为纵坐

标，绘制混合标准溶液的工作曲线，得到线性范围及

相关系数。基质溶液连续进样计算噪声，然后进样分

析，信噪比为 3 时的样品浓度即为检出限。配制

5 µg/L 二氯喹啉酸、5 µg/L 乙草胺、5 µg/L 丁草胺

和 0.5 µg/L 异丙甲草胺的人工尿液基质标准溶液，

平行重复 7 次检验方法回收率和精密度。

1.2.5 基质效应 采用 0.1% 甲酸水溶液逐级稀释标

准储备液和混合标准储备液，配制 5 种浓度梯度的

除草剂空白混合标准溶液，二氯喹啉酸、乙草胺、丁

草胺浓度分别为 1、5、10、20、50、75、100 µg/L，

异丙甲草胺浓度分别为 0.1、0.5、1、2、5、7.5、
10 µg/L，计算检出限，与尿液混合标准溶液进行比

较，分析基质效应。

2 结 果

2.1 色谱、质谱条件优化结果 采用色谱柱 ACQUI⁃
TY UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）时，丁

草胺、二氯喹啉酸信噪比较高且峰形良好。甲酸水溶

液为水相、浓度为 0.1% 时 4 种除草剂响应值较高，

且均能实现基线分离，见图 1。优化质谱毛细管电

压，在毛细管电压为 3.0 kV 时，4 种除草剂响应值

均较高，见图 2。上述最优条件下检测 4 种除草剂

混标溶液，UPLC-QqQ-MS/MS 谱图峰形良好，见

图 3。

甲酸浓度/%
图 1 不同甲酸浓度下 4 种除草剂响应值变化

Figure 1 Effect of formic acid concentrations on response values of
four herbicides

毛细管电压/kV
图 2 不同毛细管电压下 4 种除草剂响应值变化

Figure 2 Effect of capillary voltages on response values of four
herbicides
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2.2 线性范围和检出限 人工尿液中 4 种除草剂线

性关系良好，线性相关系数均＞0.999。二氯喹啉酸、

乙草胺、丁草胺和异丙甲草胺的检出限分别为 0.10、
0.10、0.20 和 0.01 µg/L。见表 2。
2.3 加标回收率和精密度 人工尿液中二氯喹啉酸、

乙草胺、丁草胺和异丙甲草胺的加标回收率分别为

107.42%、93.94%、90.27% 和 89.51%，相对标准偏

差分别为 4.82%、3.84%、6.76% 和 8.98%。

2.4 基质效应分析结果 初始流动相中 4 种除草剂

的 UPLC-QqQ-MS/MS 谱图与尿液中的迁移时间和峰

形一致。初始流动相中异丙甲草胺、二氯喹啉酸、丁

草胺和乙草胺的检出限分别为 0.01、0.05、0.10 和

0.10 µg/L，见表 3。尿液基质和初始流动相中乙草胺

和异丙甲草胺检出限相同，二氯喹啉酸和丁草胺检出

限在同一数量级，说明基质效应对 4 种除草剂检测

的影响较小。

3 讨 论

随着用量的增加，除草剂对人畜健康和生态环境

的危害和影响也越来越突出，误食中毒事件时有发

生，中毒患者如不及时急救，病情会急剧恶化危及生

命。快速分析除草剂中毒者的尿液样本、第一时间

确定除草剂种类可为中毒者的救治争取时间，对于

及时救治中毒者、降低死亡率至关重要［10-11］，因此

检测方法的灵敏度和分析速度为主要评估指标。本

研究选择仪器允许的最大进样体积 10 µL 检验样品，
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4 种除草剂在人工尿液基质成分与初始流动相基质中

的检出限相当，在得到较高的信号强度的同时基质效

应不明显，且该方法除草剂的检出限低，灵敏度较高；

样本前处理简单，稀释后可直接进行检测，且单次分

析时间仅 4 min，省时省力，适用于除草剂中毒的快速

检测。
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表 2 尿液中 4 种除草剂的工作曲线定量分析结果

Table 2 Quantitative analysis of working curves of four
herbicides in urine samples

除草剂

二氯喹啉酸

乙草胺

异丙甲草胺

丁草胺

线性范围/
（µg/L）

1～25
1～25

0.2～25
1～25

回归方程

y=9 152.93x-95.26
y=6 067.58x-280.49
y=9 225.51x-13 459.70
y=4 566.85x-5 262.32

r值

0.999 7
0.999 4
0.999 2
0.998 2

检出限/
（µg/L）

0.10
0.10
0.01
0.20

表 3 初始流动相中 4 种除草剂的工作曲线定量分析结果

Table 3 Quantitative analysis of working curves of four
herbicides in the initial mobile phase

除草剂

二氯喹啉酸

乙草胺

异丙甲草胺

丁草胺

线性范围/
（µg/L）

1~100
1~100

0.1~10
1~100

回归方程

y=17 027.40x-19 468.40
y=2 692.01x+2 283.84

y=149 189.00x+16 898.60
y=7 982.09x+4 574.80

r值

0.999 9
0.999 4
0.999 6
0.999 3

检出限/
（µg/L）

0.05
0.10
0.01
0.10

A

B

C

D

E

2.00 4.00 6.00 8.00
0.96

2.43 2.93100
0

100
0

100
0

100
0

100
0

2.00 4.00 6.00 8.00

2.00 4.00 6.00 8.00

2.00 4.00 6.00 8.00

2.00 4.00 6.00 8.00

2.44

0.96
2.19

2.92

2.93

3.21
2.140.70

丰
度

/%

迁移时间/min
注：A，丁草胺；B，异丙甲草胺；C，乙草胺；D，二氯喹啉酸；

E，丁草胺、异丙甲草胺、乙草胺和二氯喹啉酸。

图 3 尿液中 4 种除草剂的 UPLC-QqQ-MS/MS 谱图

Figure 3 UPLC-QqQ-MS/MS spectrogram of four herbicides in
urine samples
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